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中 国 野生 半 夏 的 遗传 多 样 性 和 遗传 结构 研究 
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摘 要 : 第 四 纪 气 候 波动 以 及 地 理 和 环境 隔离 深刻 的 影响 现代 植物 的 遗传 多 样 性 、 遗 传 结构 
和 地 理 分 布 格局 。 该 研究 采用 分 子 谱系 地 理学 的 研究 方法 对 药 用 植物 半 夏 19 个 居 群 共 212 
个 个 体 的 3 个 叶绿体 片段 psbK-psblI. atpF-atpH 和 trnL-F 进行 分 析 , 探究 半 夏 的 遗传 多 样 性 ， 
遗传 结构 ， 地 理 分 布 格局 模式 及 成 因 ， 并 探讨 其 居 群 历史 动态 。 结 果 表 明 : (1) 半 夏 总 单 
倍 型 多 样 性 Ha X 0.882, MIZERE EEEH 1.23 x 103， 在 物种 水 平 上 表现 出 较 高 的 遗传 
多 样 性 。(2) 分 子 方差 分 析 (AMOVA) 结 果 显 示 ， 半 夏 遗 传 变异 主要 发 生 在 居 群 间 ， 显 著 的 
遗传 分 化 (Fsr= 0.909，P < 0.001) 和 较 低 的 种 群 内 遗传 多 样 性 (Hs= 0.134); 种 群 间 遗 传 分 化 
系数 Nsr=0.913 > Gst =0.855(0.01 < P<0.05)， 表 明 叶 绿 体 单 倍 型 具有 明显 的 谱系 地 理 结构 。 
G) 中 性 检验 结果 显示 ，7Tajima’s D 值 、Fu & Li's D 值 以 及 Fu and Li's FF* 值 均 为 不 显著 正 
E, Fus Fs 值 为 不 显著 负 值 ， 且 失 配 分 析 曲 线 呈 双 峰 ， 表 明 半 夏 居 群 整体 没有 经 历 过 扩张 
事件 。 (4) 单 倍 型 地 理 分 布 显示 ， 西 南 地 区 和 中 -东部 地 区 具有 单 倍 型 多 样 性 较 高 ， 并 存在 
特有 单 倍 型 ， 故 推测 第 四 纪 冰 期 时 在 这 两 个 区 域 存在 冰期 避难 所 。 总 之 , 通过 3 个 叶绿体 基 
因 对 不 同 区 域 半 夏 的 分 析 ， 阐明 其 遗传 多 样 性 ， 遗 传 结 构 和 地 理 分 布 格局 ， 也 为 半 夏 优良 种 
源 的 分 子 筛选 和 保护 提出 了 科学 的 建议 和 保护 策略 。 
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Abstract: Due to global climate change (especially the repeated fluctuation of the Quaternary 
climate) and environmental isolation have a profound impact on the genetic diversity, genetic 
structure, geographical distribution pattern and population historical dynamics of modern plants. 
We used the research method of molecular pedigree geography to analyze the three non-coding 
chloroplast fragments psbK-psbl, atpF-atpH and trnL-F of 212 individuals from 19 populations in 
China of Pinellia ternata, a Araceae Pinellia perennial herb with high value of medicin, to explore 
the genetic diversity, genetic structure, geographical distribution pattern and its causes, and also 
explore the historical dynamics of its population. The results were as follows: (1) The total 
haplotype diversity of P. ternata (Ha) was 0.882 and the total nucleotide diversity x was 1.23 x 
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103, which means high genetic diversity at the species level. (2) The results of molecular analysis 
of variance (AMOVA) showed that genetic variation of P. ternata occurred mainly in 89.27% of 
populations, with significant genetic differentiation (Fsr-0.909, P«0.001) and lower within 
population genetic diversity (Hs=0.134). The coefficient of genetic differentiation among 
populations was 0.855 and 0.913 respectively, Nsr > Gsr (0.01«P«0.05) indicated that the 
chloroplast haplotypes had obvious molecular lineage and geographical structure. (3) The central 
test results showed that 7ajima's D value, Fu & Li's D value and Fu and Li's F *value were 
insignificantly positive value. Fu's Fs value was insignificantly negative value. And the mismatch 
analysis curve shows double peaks, indicating that the P. ternata populations had not experienced 
expansion events. (4) The geographical distribution of Haplotype shows that the southwest and 
central eastern regions are characterized by higher Haplotype diversity, and there are unique 
Haplotype. For this reason, it is speculated that there were ice age shelters in these two regions 
during the Quaternary ice age. In a word, through the analysis of three chloroplast genes of P 
ternate. in different regions, we have clarified its genetic diversity, Genetic structure and 
geographical distribution pattern. In addition, we have put forward scientific suggestions and 
protection strategies for molecular screening and protection of excellent provenances of P. ternate. 
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全 球 气候 变化 , 尤其 第 四 纪 以 来 的 气候 波动 和 环境 变化 , 深刻 的 影响 了 现代 植物 的 遗传 
多 样 性 ， 遗 传 结构 和 地 理 分 布 格局 (Hewitt 1996, 2004; Bennett & Provan, 2008)。 在 欧洲 和 北 
美 , 植物 谱系 地 理学 的 研究 得 到 了 广泛 的 开展 , 揭示 了 植物 现存 种 群 的 遗传 结构 和 演化 历史 
进程 (Hickerson et al., 2010; Qiu et al., 2011; Liu et al., 2012; Ye et al., 2017)。 冰 期 来 临时 ， 广 
泛 发 育 的 大 陆 冰 川 使 得 高 纬度 地 区 的 喜 温 植物 退缩 到 南方 ， 形 成 “冰期 避难 所 ” (Hewitt, 
2004); 相反 ， 间 冰期 或 冰 后 期 气候 变 暧 ， 冰 川 消退 ， 避 难 所 的 植物 迁移 回 到 高 纬度 地 区 
(Hewitt, 1996, 2004; Shafer et al., 20100 。 然 而 ， 全 球 气 候 变 化 和 环境 波动 对 我 国 植物 的 遗 
传 多 样 性 ， 遗 传 结 构 ， 谱 系 地 理 分 布 模式 和 种 群 动态 历史 的 影响 授 异 于 欧洲 和 北美 地 区 (Qiu 
et al., 2011; Liu et al., 2012; Meng et al., 2015; Wang et al., 2017)， 表 现在 以 下 几 方 面 : CDD 中 
国境 内 由 于 未 受 大 规模 冰川 覆盖 ， 冰 期 到 来 时 ， 气 温 降低 ， 植 物 在 分 布 区 发 生 范 围 性 收缩 ， 
存在 多 个 冰期 避难 所 ; (2〉 间 冰期 或 冰 后 期 ， 由 于 气候 变 暧 ， 存 活 于 冰期 避难 所 的 个 体 发 
生 范 围 性 扩张 ，(3) 青藏 高 原 隆 及 引起 一 系列 山脉 、 河 流 隔 离 ， 季 风 引 起 的 干 湿 交 蔡 ， 干 
旱 ， 第 四 纪 冰 期 - 间 冰 期 交 蔡 等 是 植物 谱系 地 理 格局 形成 的 主要 因素 。 但 这 些 研究 主要 集中 
在 青藏 高 原 , 中 国 西南 、 秦 岭 及 临近 地 区 , 并 且 主 要 以 木 本 植物 为 研究 对 象 , 而 对 其 他 区 域 ， 
以 及 草本 植物 开展 类 似 的 研究 相对 较 少 。 

植物 叶绿体 DNA (chloroplast DNA，cpDNA) 为 闭环 双 链 DNA， 与 核 基因 组 DNA THEE, 
叶绿体 DNA 具有 分 子 量 小 、 多 拷贝 和 结构 简单 的 特点 ， 且 不 同 的 cpDNA 片段 间 很 难 发 生 
重组 行为 ， 故 在 植物 居 群 研究 中 的 遗传 分 化 水 平 较 高 ， 基 因 流 较 低 ， 能 够 更 明确 的 阐述 物 
的 遗传 变异 和 谱系 地 理 格局 (Avise et al., 2000; Sudhir et al., 2016)。 因 此 ， 越 来 越 多 的 研究 开 
始 基 于 多 个 叶绿体 基因 开展 植物 的 遗传 多 样 性 和 遗传 结构 , 谱系 地 理 分 布 格 局 和 种 群 历史 动 
态 研究 〈 赵 玉 芬 ，2022) 。 

^E E (Pinellia ternata) 为 天 南星 科 (Araceae) 半 夏 (Pinellia) 多 年 生 草 本 植物 ， 别名 守 田 、 地 
文 等 ， 民 间 又 称 麻 人 芋头、 天 落 星 、 无 心 菜 等 ， 是 临床 常用 中 药 ， 生 长 在 海拔 2500m AFE 
湿 、 温 暧 、 随 蔽 、 足 松 的 砂 质 土壤 中 ， 为 东亚 特有 种 。 在 我 国 除 内 蒙 、 青 海 、 新 疆 和 西藏 & 
各 省 区 均 有 野生 半 夏 的 分 布 〈 李 玉 先 等 ，2004; SEA, 2007) 。 由 于 地 理 距 离 的 原因 ， 种 
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群 和 表 型 的 分 化 随 着 时 间 的 推移 而 发 生 ,， 导致 其 遗传 多 样 性 和 遗传 结构 受到 影响 。 同 时 由 于 
广泛 的 商业 开发 以 及 保护 措施 的 缺乏 ， 导 致 半 夏 野生 资源 的 数量 急剧 下 降 ， 因 此 ， 应 对 其 野 
生 资 源 做 好 收集 和 遗传 背景 分 析 等 方面 的 工作 。 随 着 半 夏 利用 范围 的 不 断 扩 展 ， 有 关 研 究 也 
不 断 丰 富 。 然 而 ， 研 究 主 要 集中 在 化 学 成 分 、 毒 性 以 及 药理 作用 等 方面 〈 李 哲 等 ，2021) 。 
少数 学 者 对 半 夏 的 系统 发 育 、 亲 缘 演 化 关系 等 方面 进行 了 研究 ， 如 赵 月 梅 和 李 徐 玲 (2016) 
利用 matK-rbcL 联合 序列 分 析 半 夏 属 植 物 的 系统 发 育 亲 缘 关 系 ， 表 明 matK+trbcL 联合 序列 
可 以 作为 DNA 条 形 码 鉴 别 半 夏 属 物 种 ， 张 君 猴 (2007) 用 ITS 序列 分 析 我 国 不 同 地 区 的 半 夏 
的 序列 差异 及 其 与 其 地 理 分 布 和 外 部 形态 的 相关 性 , 并 表明 半 夏 rDNA 变异 与 其 地 理 分 布 相 
关 ， 以 及 潘 凤 等 (2021) 用 ITS 序列 揭示 半 夏 的 群体 遗传 结构 和 遗传 多 样 性 ， 张 景 等 (2021) 利 
用 和 入选 出 的 SSR 引物 分 析 不 同居 群 间 半 夏 的 遗传 多 样 性 ; 郑 丹 书 等 (2013) 利 用 叶绿体 非 编码 
区 (psbK-psbl 和 atpF-atpH) 对 半 夏 及 近 缘 种 进行 序列 分 析 得 到 较 丰 富 的 变异 位 点 ， 但 仍 未 
基于 多 个 叶绿体 基因 全 面 开展 半 夏 遗传 多 样 性 和 遗传 结构 , 谱系 地 理 分 布 格局 模式 和 种 群 历 
史 动 态 研究 。 半 夏 作 为 一 个 草本 、 广 布 种 ， 生 态 适 应 强 ， 跨 越 了 不 同 气候 带 和 多 个 生物 多 样 
性 研究 热点 区 域 , 是 探究 草本 植物 和 广 布 种 遗传 结构 ,谱系 地 理 分 布 模式 和 种 群 历史 动态 
究 的 理想 材料 。 本 研究 采用 植物 谱系 地 理学 的 研究 方法 ， 基 于 3 个 叶绿体 基因 psbK-psbl. 
atpF-atpH 和 trnL-F 对 华东 ， 华 中 ， 西 北 ， 西 南 等 地 区 的 15 个 省 ，19 个 自然 居 群 共 212 个 
野生 材料 进行 分 析 , 探究 药 用 植物 半 夏 的 遗传 多 样 性 和 遗传 结构 , 谱系 地 理 分 布 模式 和 种 群 
历史 动态 ， 则 在 揭示 半 夏 不 同居 群 间 和 居 群 内 的 遗传 变异 、 单 倍 型 地 理 分 布 格局 ， 推 断 其 在 
第 四 纪 冰 期 的 避难 所 , 并 为 半 夏 优良 种 源 的 分 子 科 选 和 保护 提出 科学 的 建议 和 保护 策略 。 该 
研究 为 半 夏 资源 保护 、 利 用 和 分 子 辅助 育种 提供 重要 参考 和 依据 。 同 时 ， 也 为 进一步 探讨 中 
国 植物 区 系 演 化 及 物种 多 样 性 形成 提供 一 定 的 理论 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 实验 材料 

半 夏 材料 于 2015 年 至 2020 年 采集 和 保存 ， 禾 盖 了 贵州 、 浙 江 、 甘 肃 、 和 四 川 等 15 个 
省 ， 横 跨 中 国 南 北方 ， 并 呈现 华东 ， 华 中 ， 西 北 ， 西 南 等 不 同方 位 和 区 域 自然 分 地 理 布 区 ， 
共 采 集 到 19 个 自然 居 群 共 212 个 个 体 ， 位 置信 息 采 用 全 球 定位 系统 测量 ( 表 1) 。 时 外 采 
集 半 夏 的 新 鲜 叶 片 后 立即 用 硅胶 干燥 保存 ， 用 于 总 DNA 提取 。 所 采集 的 凭证 标本 存放 于 贵 
州 大 学 生命 科学 学 院 植 物 标 本 室 。 

表 1 半 夏 居 群 地 理 分 布 信息 


Table 1 Geographical distribution information of populations of Pinellia ternata 


eu 


任 证 标 
" 凭证 标本 
居 群 名 称 s i É 
个 体 数 采集 地 经 度 纬度 号 
Sample 
Number Location Longitude Latitude Voucher 
name ; 
specimen 
Cl 14 辽宁 丹东 市 Dandong, Liaoning 124? 21' 15" E 40? 0' 47" N Wubxl 
C2 15 湖北 省 宜昌 市 Yichang, Hubei 111° 56'29"E 30°55'14"N Wubx2 
C3 16 贵州 省 黔 东 南 Qiandongnan, Guizhou 108? 44' 5]" E 26? 23' 50" N Wubx3 
C4 11 甘肃 省 天 水 市 Tianshui, Gansu 103? 52' 15" E 36? 4' 40" N Wubx4 
C5 6 云南 省 昭通 市 Zhaotong, Yunnan 104? 19' 12" E 27? 49' 56" N Wubx5 
C6 15 云南 省 昭通 市 Zhaotong, Yunnan 103° 22'28"E . 26?34'25"N Wubx6 
C7 15 安徽 省 池州 市 Chizhou, Anhui 116? 49' 45" E 29? 41' 22" N Wubx7 
C8 15 江苏 省 南通 市 Nantong, Jiangsu 120°36'20"E  32*10'24'N Wubx8 
C9 4 贵州 省 开 阳 市 Kaiyang, Guizhou 107? 25' 32" E 27? 17' 58" N Wubx9 


C10 15 山东 省 青岛 市 Qingdao, Shandon 119? 58' 57" E 36? 5' 12" N Wubx10 
C11 14 湖南 省 邵阳 市 Shaoyang, Hunan 110° 56'46"E 27"21'58"N Wubxll 
C12 7 湖南 省 常德 市 Changde, Hunan 111° 26'09"E 29°1922"N Wubx12 
C13 15 浙江 省 义乌 市 Yiwu, Zhejiang 120° 7'24"E 29°13'18"N Wubxl13 
C14 4 贵州 省 贵阳 市 Guiyang, Guizhou 106° 25'04"E 26"22'57"N Wubx14 
C15 4 陕西 省 商洛 市 Shangluo, Shaanxi 109° 54'36"E 33° 53' 59" N Wubx15 
C16 3 河北 省 石家庄 市 Shijiazhuang, Hebei 114° 34'19"E 38° 0'44" N Wubx16 
C17 15 四 川 省 绵阳 市 Mianyang, Sichuan 104° 51'13"E . 31?22'53"N Wubx17 
C18 13 宁夏 省 固原 市 Guyuan, Ningxia 111*47 11"E 32°55'48”"N Wubxl8 
C19 11 江西 省 上 绕 市 Shangyao, Jiangxi 119? 58' 57" E 36? 5'12" N Wubx19 
1.2 DNA 提取 及 扩 增 测序 

采用 新 型 植物 基因 组 DNA. 提取 试剂 盒 〈《 离 心 柱 型 ) 从 硅胶 干燥 的 叶片 中 提取 半 夏 总 


DNA。 引 物 参考 已 经 发 表 半 夏 的 序列 及 相关 报道 
基因 片段 psbK-psbl. atpF-atpH 和 trnL-F, 3fi 
物 。 引 物 序 列 及 PCR 扩 增 程序 见 表 2. PCR 扩 增 反应 
MasterMix; ddH2O 8.5 uL, Il 


糖 凝 胶 电 泳 法 检测 总 DNA 和 PCR A, Ha pk £i x Je e H 
观察 结果 ， 将 符合 标准 的 产物 送 但 


BART, 


R2 PCR 引物 信息 及 反应 程序 
Table 2 Primer and protocols of PCR 


上 放置 于 凝 胶 成 像 仪 中 进行 


2013) , FRH 3 对 叶绿体 
生 工 生物 工程 (上海 ) 股份 有 限 公司 合成 引 
体系 均 为 25 uL, 12.5 uL ff] 2 x Taq PCR 
E 向 引物 1 uL, J&I514] 1 uL; DNA 模板 2 uL. oH 


日 1% 琼 脂 


FE 生 工 生物 工程 (上海) 股份 有 限 公司 进 行 纯化 及 测序 。 


引物 名 称 


Seduence 引物 序列 反应 程序 
b Primer (5'-3") PCR protocol 
name 
DI psbKF: TTAGCCTTTGTTTGGCAAG 94 en 5 min; 40x (94 C, 30 s; 57.2 ‘C, 30 S; 
ps -ps psbIR: AGAGTTTGAGAGTAAGCAT 72 Ç, 40 s); 72 C, 5 min 
atoF-atwH atpFF: ACTCGCACACACTCCCTTTCC 94 °C, 5 min; 35x (94 °C, 30 s; 50 ?C,30 s; 
prep atpHR: GCTTTTATGGAAGCTTTAACAAT 72 °C, 40 s); 72 °C, 5 min 
trnL-F trnL: CGAAATCGGTAGACGCTACG 94 °C, 5 min; 35x (94 °C, 30 s; 54 °C, 30 s; 
trnF: ATTTGAACTGGTGACACGAG 72 °C, 1 min); 72 °C, 10 min 
1.3 数据 分 析 


利用 MEGA7.0 软件 (Sudhir et al., 2016) 对 序列 进 


对 序列 进行 对 位 排序 ， 并 进行 人 
(Zhang et al., 20200 对 所 得 序列 进行 拼接 。 运 用 DNASP6.0 ff 


校正 且 除 去 两 端 序 列 引物 


区 域 。 利 
[统计 音 


行 多 序列 的 比 对 分 析 ， 校正 错误 碱 基 并 
] PhyloSuite 软件 
倍 型 数量 ， 计 算 各 


ER RAE ZEH BERLE Tajima's D f. Fu and Lis F * 值 、Fu & Li'sD 


值 以 及 Fu's Fs 值 ， 

用 PERMUTCpSSR 2.0 计算 总 遗传 多 样 性 (ED、 
CGsr 和 NsT), 并 利用 Network 构建 单 倍 型 网 络 图 

雪 林 ，2018) 包 中 的 AMOVA 分 析 计 多 


it 


居 群 单 倍 型 地 理 分 布 图 。 
2 结果 与 分 析 
2. 1 序列 变异 和 单 倍 型 多 样 性 


并 进行 失 配 分 析 以 检测 是 否 经 历 扩张 事件 (Tajjma，1989; Fu，1997)。 利 
居 群 内 平均 遗传 多 样 性 (Hs) 及 遗传 分 化 系数 
(Bandelt et al., 1999)。 利 月 
群体 遗传 结构 以 及 检测 居 群 内 和 居 午 
遗传 分 化 系数 (Fst)， 基 因 流 (Nm) 进 一 步 揭 示 居 群 的 分 化 程度 。 月 


H Arlequin 软件 (路 
fF 间 遗传 变异 ， 并 
H ArcGIS 10.2 软件 绘制 


psbK-psbl*atpF-atpH-trnL-F 联合 序列 成 功 测 序 212 个 个 体 ， 比 对 校正 后 的 序列 长 度 为 
1947 bp, 包含 11 个 变异 位 点 ,G+C 含量 为 31.80%。 将 这 三 个 序列 的 片段 提交 至 GeneBank， 
序列 号 分 别 为 OL310546 ~ OL310559、OL310532 ~ OL310545 和 OL310560 ~ OL310573 。 从 
表 3 可 看 出 , 只 有 西南 地 区 的 云南 省 昭通 市 (C6)、 贵州 省 贵阳 市 (C14)、 四 川 省 绵阳 市 (C17) 
和 华东 部 的 安徽 省 池州 市 (C7) 以 及 浙江 省 义乌 市 (C13) 具有 多 个 单 倍 型 ， 其 余 居 和 群 都 只 有 1 
种 单 倍 型 。 运用 DNASP 软件 得 出 半 夏 总 单 倍 型 多 样 性 Ha73 0.882, 总 核 苷 酸 多 样 性 z 为 1.23 
x 103; 其 中 ， 云 南 省 昭通 市 (C6) 和 四 川 省 绵阳 市 (C17) 的 单 倍 型 多 样 性 最 高 (0.533 3) 。 
其 次 是 安徽 省 池州 市 (C7) 以 及 浙江 省 义乌 市 (C13)。 总 体 来 看 ， 西 南 地 区 和 华东 地 区 的 居 群 


EE 


遗传 多 样 性 水 平 较 高 。 


表 3 半 夏 居 群 内 单 倍 型 分 布 及 多 态 性 信息 
Table 3 Haplotype distribution and polymorphism of haplotypes in population 


of Pinellia ternata 


cpDNA 
居 群 编号 
Population code n Ha H TW Ire) 
(x103) Haplotypes (number) 

Cl 14 0 0 1 H7 (14) 
C2 15 0 0 1 H10 (15) 
C3 16 0 0 1 H10 (16) 
C4 11 0 0 1 H10(11) 
C5 6 0 0 1 H11 (6) 
C6 15 0.55 0.5333 2 H10 (7), H11 (9) 
C7 15 0.38 0.514 0 3 H10 (4), H11 (1), H12 (10) 
C8 15 0 0 1 H13 (15) 
C9 4 0 0 1 H14 (4) 
C10 15 0 0 1 H8 (15) 
C11 14 0 0 1 HI (14) 
C12 7 0 0 1 HI (7) 
C13 15 0.49 0.476 0 2 H2 (5), H3 (10) 
C14 4 0.51 0.500 0 2 HA (3), H5 (1) 
C15 4 0 0 1 H2 (4) 
C16 3 0 0 1 H2 (3) 
C17 15 0.27 0.5333 2 H2 (7), H6 (8) 
C18 13 0 0 1 H9 (13) 
C19 11 0 0 1 H2 (11) 


注 : on. 测序 个 体 数 ; x. BEREE; Ha 单 倍 型 多 样 性 指数 ， 五 . 单 倍 型 种 类 数目 。 
Note: n. Number of sequences sampled; æ. Nucleotide diversity; Ha. Diversity of haplotypes; H. Number of 


haplotypes. 


2. 2 单 倍 型 分 布 
用 DNASP 软件 对 psbK-psbl-atpF-atpH--trnL-F 联合 序列 进行 了 单 倍 型 检测 (不 考虑 插 
入 和 缺失 ) ， 共 得 14 个 单 倍 型 (41-H14)。 其 中 单 倍 型 H10 的 个 体 数 为 53 个 ， 出 现 的 频率 
最 高 ，H2 和 HI0 分 布 范围 最 广 ， 单 倍 型 H10 在 湖北 宜昌 市 (C2)、 贵 州 黔 东 南 歼 平 县 (C3)、 
甘肃 天 水 市 (C4)、 云 南 昭 通 市 (C6) 及 安徽 池州 市 (C7) 均 有 分 布 ， 单 倍 型 H2 分 布 在 浙江 义乌 


i 
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市 (C13)、 陕 西 商洛 市 (C15)、 河 北 石 家 庄市 (C16)、 四 川 绵阳 市 (C17) 和 江西 上 绕 市 (C19)。 除 
单 倍 型 H1、H2、H10 和 HII 存在 多 个 居 群 中 以 外 ， 其 余 单 倍 型 均 为 特有 单 倍 型 。 单 倍 型 
H3 只 分 布 在 义乌 市 (C13) 中 ; 单 倍 型 H4 和 Hs 只 分 布 在 贵州 贵阳 市 (C14) 中 ; 单 倍 型 H6 只 
分 布 在 四 川 绵 阳 市 (C17) 中 ; 辽宁 丹东 市 (CHD 仅 存在 特有 单 倍 型 H7; 山东 青岛 市 (C10) 仅 有 特 
有 单 倍 型 H8; 单 倍 型 H9 仅 存 在 宁夏 固原 市 (C18) 中 ; 单 倍 型 H12 仅 分 布 在 池州 市 (C7) 中 ; 
南通 市 (C8) 仅 存在 特有 单 倍 型 H13; 开 阳 县 (C9) 只 有 特有 单 倍 型 H14。 而 池州 市 (C7) 拥 有 最 
多 的 单 倍 型 种 类 (HI10、HI1 和 H12) 。 根 据 半 夏 叶绿体 基因 的 单 倍 型 网 络 分 析 结 果 显 示 ， 
以 H10 为 中 心 分 别 衍 生出 其 他 单 倍 型 ， 推 测 H10 为 祖先 单 倍 型 〈 图 1) 。 
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饼 状 图 表示 每 个 居 群 中 单 倍 型 的 频率 。 
The pie chart shows the frequency of haplotypes in each population. 


图 1 半 夏 19 个 居 群 单 倍 型 地 理 分 布 
Fig. 1 Haplotype geographical distribution of haplotypes of 19 populations of Pinellia ternata 
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图 2 半 夏 种 群 单 倍 型 网 络 图 
Fig. 2 Haplotype network of Pinellia ternata populations 

2.3 失 配 分 析 与 中 性 检验 

使 用 DNASP 软件 对 其 序列 进行 中 性 检验 和 失 配 分 析 ， 中 性 检验 不 显著 。 中 性 检验 得 出 
较为 保守 的 Tajima's D 统计 值 为 0.678 83 (P> 0.10); Fu and Li's D* 值 为 1.380 07 (0.10 > P > 
0.05); Fu and Li's F* 值 为 1.344 21 (P > 0.10); Fu's Fs 1873-1.304,. Tajima's D 为 正 值 ， 表 明 
半 夏 群体 可 能 经 历 瓶 颈 效 应 。 失 配 分 布 图 呈现 为 双 峰 ， 期 望 值 与 观测 值 相悖 ， 违 背 种 群 扩张 
模型 ， 中 性 检验 结果 也 没有 检测 到 种 群 扩张 信号 ， 这 说 明和 群体 历史 平稳 ,整体 没有 经 历 过 扩 
张 事件 〈 图 3) 。 
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C Pairwise different 
© 绿 线 代表 预期 分 布 ， 红 线 代表 实际 分 布 。 


The green line represents the distributions expected for expanding and the red line represents the observed 


is = mismatch distribution. 
>< 图 3 半 夏 种 群 错 配 分 析 


Fig. 3 Mismatch analysis of Pinellia ternate 


2.4 遗传 多 样 性 与 群体 遗传 结构 

利用 PERMUT 进行 遗传 多 样 性 分 析 ， 其 总 遗传 多 样 性 Hr 74 0.882， 种 群 内 平均 遗传 多 
样 性 Hs 为 0.134; 种 群 间 遗 传 分 化 系数 Gsr 73 0.855, Nsr 为 0.913 。 种 群 间 遗 传 分 化 系数 均 
为 Nsr> Gsr(0.01 < P < 0.03)， 表 明 在 群体 水 平 上 ， 在 同一 群体 中 出 现 杂 缘 关 系 相 近 的 不 同 
单 倍 型 ， 叶 绿 体 单 倍 型 具有 明显 的 分 子 谱系 地 理 结 构 。 

分 子 方差 分 析 (AMOVAI) 结 果 显 示 遗 传 变异 主要 发 生 在 居 群 间 ,， 在 19 个 半 夏 居 群 中 ， 居 
群 间 遗传 变异 占 总 变异 的 89.27%， 而 仅 有 10.73% 的 变异 来 自居 群 内 〈 表 4) 。 遗 传 分 化 系 
数 Fsr 为 0.909 (P < 0.001), 1000 次 重复 的 显著 性 检验 ，Fsr > 0.25， 说 明 半 夏 群 体 之 间 的 遗 
传 分 化 程度 已 经 达到 显著 水 平 ， 存 在 明显 的 隔离 。 假 设 该 片段 变异 处 于 漂 变 -迁移 平衡 ， 则 
基于 Fst 值 估算 出 物种 水 平 上 居 群 间 的 平均 基因 流 值 (Nw) 为 0.02， 说 明 半 夏 居 群 间 基 因 流 较 


小 。 


J 


d 4 半 夏 种 群 的 分 子 方差 分 析 


Table 4 Analysis of molecular variance (AMOVA) in Pinellia ternate populations 
变异 来 源 自由 度 总 方差 变异 成 分 变异 百分比 遗传 分 化 系数 


Source of variation df Sum of squares Variance components Percentage of variation Fixation index (Fsr) 


Chinay irEMAEBBII 
ChinaA IV r1 F BH ti 


居 群 间 
| 18 226.772 1.122 14 89.27* 
Among populations 
大群 内 0.909 
194 26.167 0.134 88 10.73* 


Within populations 
总 体 Total 212 252.939 1.257 02 
注 : * 表 示 显 著 性 差异 (P<0.05) 。 


Note: * indicate significant differences (P < 0.05). 


3 讨论 与 结论 


3.1 遗传 多 样 性 

居 群 遗传 多 样 性 与 其 生存 环境 紧密 相关 。 居 群 或 物种 生存 环境 的 许多 因素 直接 或 间 地 影 
响 遗 传 多 样 性 ( 蒋 福 娟 ,2017) 。 一 般 而 言 , 广 布 种 比 狭 域 种 具有 更 高 的 遗传 多 样 性 (Hamrick， 
1992)。 半 夏 分 布 范围 广 ， 不同 地 理 环 境 下 存在 不 同 的 遗传 和 形态 变异 。 我 们 在 调查 采样 时 ， 
也 观察 到 不 同 生态 型 的 半 夏 , 在 植株 大 小 、 叶 形 和 佛 焰 奋 都 有 不 同 表现 ， 这 与 我 们 的 实验 数 
T 据 所 推测 的 结果 吻合 。 通 过 对 半 夏 19 个 天 然 群体 212 个 个 体 的 3 个 cpDNA 片段 进行 分 析 ， 
2 结果 揭示 半 夏 总 的 单 倍 型 多 样 性 为 He0.882, ERL FETET0-1.23 x103, RET Petit 等 
(2005) 报 道 的 170 个 物种 的 叶绿体 遗传 变异 的 平均 值 0.67。 张 景 (2021) 采 用 SSR 分 子 标记 而 
究 17 个 半 夏 居 群 发 现 其 Nei 基因 多 样 性 指数 (站 平均 为 1.03， 潘 凤 等 (2021) 采 用 ITS 序列 分 
析 20 个 半 夏 居 群 得 到 单 倍 型 多 样 性 Ha 73 0.859 6。 本 研究 结果 与 上 述 研究 结果 一 致 ， 均 表 
明 半 夏 在 物种 水 平 上 有 具 较 高 的 遗传 多 样 性 。 产 生 这 一 结果 ， 一 方面 是 自然 环境 的 选择 作用 。 
研究 发 现 物种 的 分 布 范围 与 遗传 多 样 性 紧密 相关 , 不 同 分 布 区 或 生境 地 形 地 貌 复 杂 、 气 候 变 
化 多 样 ， 生 境 的 差别 导致 存在 一 定 的 地 理 隔离 ， 使 居 群 在 形态 、 和 生理、 遗传 、 生 态 习 性 等 方 
面 出 现 较 大 的 分 化 〈 王 爱 华 等 ，2011; 潘 凤 等 ，2021) 。 一 般 而 言 ， 广 布 种 比 狭 域 种 具有 更 
高 的 遗传 多 样 性 (Hamrick，1992)。 半 夏 作 为 广 布 种 ， 其 分 布 范围 广 ， 在 不 同 地 理 环 境 下 极 
可 能 存在 不 同 的 遗传 和 形态 变异 。 我 们 在 调查 采样 时 ， 也 观察 到 不 同 生态 型 的 半 夏 ,在 植 
株 大 小 、 叶 形 和 佛 焰 苞 都 有 不 同 表现 ， 这 与 我 们 的 实验 数据 所 推测 的 结果 吻合 。 另 一 方面 可 
能 是 基因 突变 ,研究 发 现 半 夏 兼 具有 性 和 无 性 两 种 繁育 系统 ,无 性 生殖 占 优势 ， 其 原因 是 半 
夏 雄 配子 高 度 不 育 《〈 王 祖 秀 等 ，2000) 。 而 在 有 性 生殖 较为 困难 的 植物 中 基因 突变 是 导致 物 
PT 种 遗传 变异 的 主要 因素 〈 王 爱 华 等 ，2011) ， 这 一 特点 可 能 使 其 居 群 间 具 有 较 高 的 遗传 多 样 
= 性 。 同 时 ， 半 夏 具 有 复杂 的 基因 库 ， 在 漫长 的 历史 进化 过 程 和 世代 交 蔡 中 可 能 积累 了 丰富 的 

叶绿体 遗传 变异 ， 这 为 基因 突变 提供 了 丰富 的 物质 基础 。 
3.2 地 理 分 布 格局 和 种 群 历史 动态 
植物 种 群 的 地 理 分 布 格局 模式 和 遗传 结构 受到 地 质 历史 气候 变化 、 生 境 异 质 性 以 及 种 子 
基因 交流 程度 等 诸多 因素 的 影响 〈 刘 家 奇 等 ，2021) 。 本 研究 发 现 半 夏 具有 明显 的 谱系 地 理 
结构 (Nst=0.913 > Gs1=0.855, 0.01 < P < 0.05)， 居 群 间 存在 显著 的 遗传 分 化 (Fst=0.909，P < 
0.001)， 说 明 居 群 间 基因 交流 不 频繁 ， 存 在 显著 的 地 理 隔 离 或 环境 异 质 性 。 基 于 Fsr 值 估算 
出 物种 水 平 上 居 群 间 的 平均 基因 流 Na=0.02， 当 Nm «1 时 ， 基 因 流 不 足以 抵制 居 群 内 因 遗 传 
漂 变 而 引起 的 居 群 分 化 (Slatkin & Montgomery, 1985)。 因 此 ， 我 们 推断 地 理 隔 离 〈 或 者 环境 
异 质 性 ) 和 遗传 漂 变 是 导致 半 夏 居 群 间 遗 传 分 化 的 主要 因素 。 半 夏 居 群 间 基因 流 低 , 主要 有 
两 个 原因 : (1) 与 半 夏 的 繁育 方式 〈 种 子 繁殖 、 块 苓 繁殖 和 珠 芽 繁殖 ) AR GREH, 
20160 。 其 中 珠 芽 对 半 夏 的 繁殖 非常 重要 ， 珠 芽 的 大 小 和 数量 与 半 夏 块茎 的 产量 密切 相关 
(Zhang et al, 2013)。 半 夏 的 珠 芽 、 子 块 共和 果实 均 在 母 株 附近 ， 缺 乏 有 效 的 传播 方式 ， 是 开 
拓 性 较 差 的 物种 〈 顾 得 兴 和 郭 巧 生 ，1990) ， 导致 居 群 间 基因 流 低 , 居 群 间 的 遗传 分 化 较 高 。 
(2) 由 于 地 理 隅 离 和 环境 因素 的 影响 使 得 半 夏 生境 出 现 片段 化 ， 致 使 不 同居 群 或 不 同 区 域 
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半 夏 群体 间 基 因 交 流 被 隔断 或 减弱 。 中 性 检验 结果 Tajima's D 和 Fu's Fs 均 不 显著 ， 表 明 半 
夏 种 群 符合 中 性 进化 模型 。 失 配 分 布 图 呈现 为 双 峰 ， 期 望 值 与 观测 值 相悖 ， 表 明 半 夏 没有 经 
历 近 期 大 范围 扩张 ， 这 与 潘 凤 等 (2021) 认为 半 夏 发 生 过 扩张 的 结果 相反 ， 这 可 能 与 叶绿体 
DNA 的 遗传 方式 有 关 , 叶绿体 DNA 遗传 属于 母系 遗传 , 基因 流 大 部 分 是 通过 种 子 来 传播 (Hu 
& Li, 2002)， 而 核 基 因为 双 杂 遗传 ， 种 子 流 和 花粉 流 对 居 群 间 基 因 流 均 有 贡献 。 相 比 花 粉 传 
播 ， 种 子 传播 有 一 定 限制 ， 导 致 结果 不 一 致 。 

单 倍 型 地 理 分 布 显示 , 存在 多 个 相对 分 离 的 分 布 区 , 各 分 布 区 都 存在 各 自 特 有 单 倍 型 和 
主要 单 倍 型 。 研 究 表 明 ， 一 般 位 于 网 络 结构 图 的 中 间 位 置 、 频 率 较 高 、 地 理 分 布 广泛 的 单 倍 
型 更 为 古老 (Freeland et al., 2012)。 本 研究 中 单 倍 型 H10 频率 较 高 、 地 理 分 布 广泛 ， 位 于 网 
络 中 心 位 置 , 推测 其 为 最 古老 的 单 倍 型 。 其 中 安徽 池州 市 (C7) 不 仅 拥 有 较 高 的 单 倍 型 多 样 性 ， 
还 拥有 最 多 的 单 倍 型 种 类 ， 这 与 半 夏 起 源 于 华东 地 区 ， 沿 长 江 向 周围 扩散 的 结论 相 吻 合 〈 李 
恒 ，1996) 。19 个 居 群 中 有 14 个 居 群 都 只 有 一 种 单 倍 型 ， 这 可 能 与 群体 内 变异 程度 以 及 生 
殖 方 式 有 极 大 关系 ,对 于 主要 以 营养 生殖 的 半 夏 来 说 , 很 可 能 在 一 个 群体 内 只 有 一 个 基因 型 ， 
即 只 有 一 个 无 性 系 。 冰期 避难 所 通常 指 冰 期 尤其 是 历史 进程 中 的 末次 盛 冰期 , 气候 和 地 势 条 
件 产 生 巨 大 变动 ， 导 致 生物 物种 进行 地 理 位 置 上 大 规模 的 转移 后 为 植物 而 提供 生存 领域 
(Haffer, 1969)。 从 冰川 避难 所 理论 得 知 ， 遗 传 多 样 性 高 、 上 古老 单 倍 型 和 地 方 性 单 倍 型 较 多 的 
地 区 可 能 是 该 物种 在 冰期 时 的 潜在 避难 所 (Favre et al., 2010)。 由 于 西南 地 区 的 云南 省 昭通 市 
(C6) 、 贵 州 省 贵阳 市 (C14) 、 四 川 省 绵阳 市 (C17) 以 及 华东 地 区 的 安徽 省 池州 市 (C7)、 浙 江 
省 义乌 市 (C13) 均 具有 较 高 的 遗传 多 样 性 ， 并 含有 古老 的 单 倍 型 和 特有 单 倍 型 。 因 此 ， 半 夏 
在 第 四 纪 冰 期 时 存在 至 少 两 个 以 上 的 冰期 避难 所 ,我 们 推测 半 夏 在 第 四 纪 冰 期 时 可 能 在 中 东 
部 和 西南 地 区 存在 其 冰期 避难 所 , 与 本 课题 组 对 莲 白 的 研究 结果 是 一 致 的 ( 莫 忠 妹 等 , 2019; 
石 甜 等 ，2021) 。 这 与 它们 的 分 布 ， 习 性 相似 有 关 。 

本 研究 开展 半 夏 遗传 多 样 性 , 谱系 地 理 模式 和 种 群 历史 动态 分 析 ， 采样 履 盖 了 贵州 、 浙 
江 、 甘 肃 、 和 四 川 等 15 个 省 ， 横 跨 中 国 南 北方 ， 并 呈现 华东 ， 华 中 ， 西 北 ， 西 南 等 不 同方 
位 和 区 域 自然 地 理 分 布 ,呈现 了 该 植物 在 中 国 的 整个 地 理 分 布 情况 。 尽 管 我 们 没有 收集 到 日 
本 和 朝 韩 半 马 的 材料 , 但 我 们 的 研究 结论 与 本 课题 组 曾 对 与 半 夏 地 理 分 布 相似 的 芍 白 ,大 叶 
柴 胡 草本 植物 谱系 地 理 和 遗传 多 样 性 的 研究 和 前 人 对 分 布 横 夸 中 国 西南 地 区 和 中 东部 银杏 
(Ginkgo biloba) CIRR, 2014) . WEW (Liquidambar formosana) 〈 孙 荣 嘉 ，2017) 谱系 
地 理 模 式 的 研究 结论 有 相似 性 和 一 致 性 ， 因 此 ,我 们 的 实验 样品 采样 点 的 选择 是 可 行 的 ,得 
出 的 结论 是 可 靠 的 。 
3.3 药 用 植物 半 夏 的 优良 种 源 分 子 筛选 与 保护 策略 

半 夏 块 共 入 药 ， 有 燥 湿 化 痰 、 降 逆 止 哎 、 清 癌 散 结 之 功能 ， 是 最 常用 的 中 药材 之 一 ， 在 
临床 上 多 用 于 抗 肿瘤 、 抗 生育 、 抗 痉挛 、 调 血脂 、 祛 痰 、 消 肿 和 治疗 冠 心 病 ( 王 爱 华 等 , 2012 )。 
近年 来 ， 随 着 农田 化 肥 、 化 学 农药 (如 除草 剂 ) 的 过 度 使 用 和 资源 的 无 序 采 挖 ， 农 田 、 苞 山 
荒地 不 断 被 开明 利 用 ， 半 夏 野 生生 长 环境 遭 到 破坏 ， 致 使 半 夏 野生 资源 日 趋 枯竭 。 另 外 ， 
内 外 对 半 夏 的 需求 量 与 日 俱 增 ， 尤 其 是 全 球 升 温 ， 肺 疾 增多 ， 商 品 市 场 需求 量 日 益 增 加 。 因 
此 选 育 优 良种 源 或 培育 新 品种 成 为 半 夏 生产 发 展 的 紧迫 现实 需求 。 此 外 ， 由 于 连作 障碍 导致 
病虫害 严重 ,产品 质量 降低 ， 产 量 下 降 ,， 价格 升 高 ， 新 品种 数量 少 (或 无 ) 等 问题 ( 安 燕 等 ， 
20180 。 目 前 生产 中 ,发 现 极 少数 块茎 为 红色 的 半 夏 品种 具有 高 产 、 高 抗 性 等 特点 ， 但 是 却 
没有 一 套 完整 的 选 育 方法 ( 张 景 等 ，2021) 。 研 究 表明 半 夏 惧怕 阳光 直射 ， 适 度 遮 荫 可 促进 
其 生长 发 育 ， 而 过 度 遮 戎 则 会 使 植株 长 势 差 ， 甚 至 死亡 ( 常 琴 ，2022) 。 在 高 温 (—32 ©) 
或 温度 过 低 的 冬季 均 会 引起 半 夏 倒 苗 或 休眠 ， 进 而 影响 半 夏 产量 ( 张 明 等 ，2004) 。 因 此 选 
育 方向 为 耐 强 光 高 温 、 耐 低温 阴 湿 、 耐 连 茬 等 ， 则 在 提取 半 夏 资源 中 的 优异 新 种 质 。 选 育 样 
本 通过 生物 学 特性 对 比 、 抗 性 鉴定 、 产 量 分 析 、 繁殖 特性 研究 等 不 同 指标 第 选 出 了 优良 株 系 ， 
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再 通过 资源 转 基 础 材料 的 田间 表现 , 以 生长 势 、 单 株 叶片 数 、 抗 病 性 、 珠 芽 着 生 位 置 及 能 力 、 
块 葵 形 状 及 生产 力 等 几 个 主要 指标 为 目标 值 的 筛选 ， 选 出 优良 目标 株 系 。 常 琴 (2022) 将 半 夏 
产量 性 状 与 细胞 学 特征 关联 分 析 , 发 现 基因 组 小 的 半 夏 种 质 似 乎 更 利于 株 芽 形成 及 地 下 块茎 
增殖 ,本 研究 从 分 子 水 平 上 发 现 云南 省 昭通 市 (C6) 、 贵 州 省 贵阳 市 (C14) 、 四 川 省 绵阳 市 (C17) 
以 及 华东 地 区 的 安徽 省 池州 市 (C7)、 浙 江 省 义乌 市 (C13) 均 具有 较 高 的 遗传 多 样 性 ， 属于 野 
生 优 良种 源 分 布地 。 

除了 对 半 夏 选 育 优良 品种 或 培育 新 品种 外 , 还 应 对 其 野生 资源 采取 保护 措施 , 对 上 述 遗 
传 多 样 性 较 高 的 地 区 采取 就 地 保护 或 迁 地 保护 。 半 夏 由 于 分 布 广 ， 野生 数量 少 , 应 该 主要 采 
用 迁 地 保护 为 主 ， 如 建立 药 用 植物 半 夏 种 质 资源 团 ( 库 ) 等 ， 重 点 保护 具有 较 高 遗传 多 样 性 
的 居 群 。 对 拥有 独特 的 单 倍 型 的 居 群 ， 如 辽宁 丹东 (C1)、 安 徽 池 州 (C7)、 江 苏 南 通 (C8)、 贵 
州 开 阳 (C9)、 山东 青岛 (C10)、 浙江 义乌 (C13)、 贵 州 贵阳 (C14)、 四 川 绵阳 (C17)、 宁夏 固原 (C18) 
等 也 应 给 予 优先 保护 。 同 时 ， 在 制定 迁 地 保护 策略 时 ， 拥 有 特殊 性 状 的 个 体 也 应 当 尽 量 纳入 
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